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727 Cesmparis  齢 f   e紬   i苣C 伽 x　an 晦 s丘S　US藍ng 　is・topomer

　　　　StEstribwtiOit　wEth 　geme 　and 　pr  tein　expressions

　　　｛九 工 大
・情工 ） ○ ヤ ン 　チ ェ ン 、 花　強 、 清水和幸

暖OIOjectSve］ To　provide　m “ch 　detailed　physめlogical　character ｛zation 　of 細 organism 　and

mUch 　valuable 　｛nfor 【隙 tiOn　fOr　 rational 　 mCtabOlic 　englneering 　strategieS
，
　 prCCiSC

qua・tit・ti・n ・f 鹹 ab ・li・ 伽 ・ resp ・・sc ・ t・ genet｛c ・・ 。・蜘 獻 晦 1　alte・ati・n ・ i・ needed ・

耳norder 　to　devclop　a　bettcr　understanding 　of 　biologicaR　phenomcna 　and 　the　fUnctional

arch 畫tect駄rc　of　genemcs　and 　gene 鷺etworks ，　analyses 　of 　gcne　expression 　pattcms　at　the

tranSCripl鳳 n   薩 in　 lCVels　 ar
．
e　 C・ nSid 。rcd 　t・ be　 ncccssary 　 and 　 C・mplCmentary 　 t・

rnetabe 弖ic　pathway　analysis ，

緩MctkOe組s　attd 　Rcsu恒t5］　Combimation　of 　the　infb  ation 　available 　1｝om 　isotoPomer

measurcments （GC −MS 　and 　2D 　NMR ）with 　the　inf磁 nation 　obtained 価 m 　mctabulie

balanclng　was 　uscd 　t。　investigate　thc　central 　carb ・n 　metab ・lism・賃 脚 c歓 y廊 g酬 n

unde ∫　dif掩 rcnt 　trophic 　conditions ．　This　method 　ennbied 　both　flux　directions　of

bi−diroctional　steps （｝r 佐hc　rcaction 　ratcs　in　lnetabo 旦ic　cyclcs 　to　be　quantitated・Furthcrrnore・

thc　transcTゆt　！eve 且s　and 　protcin　profiles　of 　5ンnecho （こy諺 お　wcrc 　investigated　by　using

semj −q瞰 nt 鼠atlve 　RT −PCR 　and 　2D 　clectrophoresis ．　The　availab 豆且ity　of 　iight　cncrgy 　was

fbund　to　affect ．　the　exprcss 重on 　or 　a　grcat　variety 　of 　cellular　Protej．ns 　and 　thc　t「anso 「iPt

abundance 　of 　scveral　genes、　Thc　gene　exPr 響ss且on 　and 　regu 畳ation 漁 the　central 　metabolism

ofSY 」kJCゾ竃oC 斌写訂∫ 、へ／erc　further　ana ！yzcd　by　the　comparison 　of 　above 　results ・

匿Key 　w 。醜 】 AT）eta
’
belic　syste ・rn 躙 lys｛S，　is・t・P。mer ，醐 R ，9。nc 　cxpress 」on

728 Rafstonia　e ”tropha　H 　l　6　ti．i来（R ）特異 的 エ ノ イル ーCoA ヒ ドラ ターゼ 遺伝子の ク

ロ
ー

ニ ン グ とその 解析

（理研 t高分予化学）○ 田 口
．．一
徳 、 柘植丈治 、 7辷肥 義治

（9 的1水素細 菌で あ るRalstonia　 eu 　trophaは 、生分解性 ポ リエ ス テ ル で ある ポ リ ヒ ドロ

キ シ ブ タン 酸（PHB ）を 、糖 や 油脂 を炭素 源 と して 効率 よ く蓄積す る こ とが 知 られ て い る 。

一
方 、 Ra ］stonia 　 eutropha 　 PHB −4株 （PHB 重合酵 素遺伝子欠損株）に 他の 細菌由来 の ポ リ

ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン 酸 （PHA ）重合酵素遺伝子を導入 す る と 、 脂肪酸や 油脂 を炭素源 と

して 中長 鎖の 3一ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン 酸ユ ニ ッ トか らな る PHA （mc レPHA ）が生 産 され る 。

こ れ は
、 元来R． eutrophu に 重合酵素の 基質 とな る 3一ヒ ドロ キ シ ア シ ル ーCoA （3HA −CoA ）

の 供給能が有す る こ と を示唆 して い る ，、 本研究 で は 、 R ．　 erigroρhaの 脂肪酸を炭素源と し

た PHA 生 合成 に お ける 未解明の モ ノ マ
ー

供給経路 を解明す る こ とを E 的 と してい る 。

紡 法お よ び 結果1 遺伝子デ
ー

タ バ ン ク （DDBj ）に お ける検索か ら、　 R ．　eutropha の 細胞

内3HB オ リゴ マ
ー

加水分解酵素遺伝子 の ド流座 に 、　 Aerosnonas 偲 癜 eの 3HA −CoA 供給酵素

で あ る エ ノ イル ーCoA ヒ ドラ タ
・．

ゼ とア ミ ノ酸 レ ベ ル で
．
高 い 相同性 の あ る領域 が確認で き

た。 こ の 領域 をPCR で 増 幅 、 ラ ベ リ ン グ したの ち プ ロ
ーブ と して R ．　 eutropha の 染 色体 遺

伝子 に 対す る サ ザ ン 解．析 を行 っ た とこ ろ 、明確 なシ グ ナ ル が 得 られ 、こ れ に相当す る

DNA 断片を取得 し た 。
こ の 断片 とPsetedom（，朋 ∬ p．6】−3由来PHA 重合酵素遺伝子 を と もに

大腸菌Esche廓 融 coii 　LS5218株 に導入 し培養 した とこ ろ 、
　 PHA の 蓄積が確認 で きた 。 こ

の こ とか ら取得 され た 遺伝 子は モ ノ マ
ー

供給 に 関 与して い るこ とが 明 らか とな っ た 。

Cloning　and 　charactcrization 　of （R ）−specgl
’ic　cnoyg −CeA 　hydratase　gene　in　Ralstonia　eutropha 　H 　l　6．

OK 捜zuno 酋
”
raguchi，　Takeharu　Tsuge，　Yoshiharu　Doi （Polym ．　Chem ．　Lab ．，　RIKEN ）
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